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文〕〔論
ダイオキシン胎盤・母乳経由暴露に起因する接触逃避行動
および対物攻撃行動の思春期発現時期と雌雄差
和文要旨
実験動物に対するダイオキシンの胎盤・母乳経由暴露により若年期において行動異常が発現す
ることが知られている。 しかし,異常行動の正確な発現時期 (発症時期)および性差は明らかに
なつていない。我々は,ダイオキシン周産期暴露に起因する行動異常発症は性ホルモン分泌調節
と関連性があると推察し,それを示す論拠を得るために本研究を行つた。
正常な雌雄のddY系マウスを交配して妊娠させ,妊娠 7日日と14日目にオ リー ブオイルに溶解し
た2,3,7,8 tetrachlorodibenzo―″diox n(TCDD)を100 μ g/kg,またはオリーブオイルを経口投
与した。産仔をそれぞれの母マウスに母乳飼育させ,生後28日に離乳した。その後,同腹の同性
産仔同士で集団飼育し,生後12週まで日視による行動観察および接触刺激応答計測装置を用いた
行動学的定量調査を行つた。
TCDDを胎盤・母乳経由で摂取した産仔の多くには,弱い接触刺激または視覚刺激に対して過敏に
応答する行動,すなわち接触逃避行動および対物攻撃行動が顕著に発現した。両行動の発現時期
を特定する目的で,接触刺激応答計測装置を用いて生後5週から生後12週に至るまで,週3日,
両行動の強度を定量的および力学的に計沢1した。その結果,両行動は,雄産仔において生後7週
末から8週に有意に増大し,その後増大した状態が長く継続することが明らかになった。雌産仔
では, 8週齢において接触逃避行動および対物攻撃行動が有意に増大したが,雄産仔に比較して
顕著ではなかった。本研究の結果から,ダイオキシン胎盤・母乳経由暴露に起因する接触逃避行
動および対物攻撃行動の発現時期は血漿アンドロゲン濃度が最高に達する時期にほぼ一致するこ
とが示された。本研究によって,TCDD胎盤・母乳経由摂取に起因する若年期行動異常発現は性ホ
ルモン,特に男性ホルモン分泌の増加に影響されることを示唆する論拠が示された。
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et al.,2001;Kuchiiwa et al.,2002)。その行
動異常は第二次性徴期からyoung adult期にかけ
て発症すると推察されているが,正確な時期は判
明していない。第二次性徴期からyoung adult期
は,性ホルモンの活動が著しく変化する時期であ
緒言
胎盤または母乳を介してダイオキシンを摂取し
た産仔において,第二次性徴期以降に脳内神経伝
達物質の異常および行動学的異常が出現すること
が幸艮告されている (Agrawal et al., 1981;Kakeyama
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る (Selmanoff et al., 1977)。この時期にダイ
オキシンの胎盤・母乳経由摂取による行動学異常
が発現するとすれば,ダイオキシンによつて惹起
される若年期行動異常は性ホルモンと何らかの関
連性をもつ可能性が推察できる。また性ホルモン
と関連があるならば,性差が存在する可能性が強
い。したがって,行動異常の発症機序を理解する
手がかりを得るためには,ダイオキシン胎盤・母
乳経由摂取に起因する行動異常の正確な発症時期
の特定が重要である。また,性差を明らかにする
ことも性ホルモンとの関わりを探るために重要で
ある。我々はこれまでの研究において,2,3,7,8
-tetrachlorodibenzo―ρ― oxin(TCDD)を肝灌i。
母乳を介して摂取した動物 (TCDD周産期暴露マウ
ス)は,第二次性徴期に一致して,探索行動が障
害されることを報告した (森 他,第61回 日
本解剖学会九州支部学術集会,2005年;科学研究
費補助金報告書,研究課題番号15510062)。今回
の研究では,TCDD周産期暴露により発症する接触
逃避行動および対物攻撃行動に注目し,その発症
時期を特定する試みを行った。またTCDD周産期暴
露による行動異常発現における性差の有無を調査
した。
材料と方法
1)実験動物とダイオキシンの投与
実験には,九動株式会社 (鳥栖市)から購入し
た正常な雌雄のddY系成獣マウス8匹と,鹿児島
大学フロンティアサイエンス研究推進センター内
で繁殖した産仔20匹(雌雄各10匹)を使用した。
購入したマウスは1週間の検疫を行つた後に実験
に使用した。
検疫終了後の健全な雌雄のマウス4組を同居さ
せ,交配した。交尾の有無は,同居の翌日から早
朝に雌動物の謄内の精子の有無を調べることによ
り判断し,精子が検出された日を妊娠0日として
起算した。ダイオキシンの投与は, 2匹の雌に対
して妊娠7日目および14日目の2回行つた。ダ
イオキシンは,ダイオキシン類中でもつとも毒性
が3会いとさオЪ Z3 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo―p
dioxin(TCDD:AccuStandard社,米国)を使用し,
局方オ リー ブオイルに溶解して投与した。TCDDの
マウスヘの投与は, l mlツベルクリン注射器 (テ
ルモ,東京)に接続した経ロゾンデ (フチガミ器
械,京都)を胃内に直接挿入して, 1回に100 μ g
/kgの投与を行つた。母マウスヘのTCDD総投与量
は200 μ g/kgであつた。他の2匹の雌には同量の
オリー ブオイルを同様に経口投与した。
分娩後,各産仔を母乳飼育し,生後28日に離乳
した。離乳時,TCDDの投与を受けた2匹の母親に
育てられたマウスから雌雄各5匹を任意に選択し,
アニマルマーカー (室町機械,東京)を用いて背
中に印をつけ,他の同腹の産仔と識別した。離乳
後は,産仔を雌雄に分離して同腹の個体同士を集
団飼育した。同様にオ リー ブオイル投与群から雌
雄各5匹を選択して集団飼育し,期間中の実験に
供した。TCDD周産期暴露マウスは,生後5週から
12週までの期間中,毎週3回ずつ接触刺激応答計
測装置を用い接触逃避行動と対物攻撃行動を定量
的に計測した。対照群は週1回,同様の計測を行っ
た。接触刺激応答計演1装置による個体の計測順は
変えずに,午前9時から午後4時までの間のぼぼ
同一の時亥1に計測をおこなつた。計測後は速やか
にホームケージに戻した。なお, 日視による動物
の行動観察は生後2週から随時行つた。
実験は鹿児島大学動物実験委員会の許可のもと
に鹿児島大学動物実験指針および日本国の法律を
遵守して行つた。実験動物は,ダイオキシン実験
専用室内に設置した日本クレア製のセーフティー
ラック内で飼育し,すべての実験を同室内で行っ
た。実験室は一方向性の気流制御を行い,施設外
への排気はすべて超微粒子濾過フィルターにて濾
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過しダイオキシンの環境への排出を防止した。室
内照明は午前7時から午後7時の12時間,室温は22
±2℃,湿度は55±10%に調節した。動物の摂食と
飲水は自由に行わせた。
2)接触逃避行動と対物攻撃行動の定量的計測
以前の我々の研究において自作した接触刺激応
答計沢1装置を両行動の定量的計測に使用した (口
岩 他,2008)。本研究機器は,動物を収納する
動物用チャンバーと,刺激棒を上下に駆動する装
置,および動物の応答行動 (接触逃避行動と対物
攻撃行動)を検出する加速度センサー,アナログ
/デジタル変換装置,および解析用コンピュータ
から構成される。チャンバーの底面には,長さ90
舶のスリット状の2本の穴があり,その穴を通し
て2本の太い金属製の刺激棒を上昇させ,実験動
物の足部または腹部を接角虫刺激するか,または眼
前に刺激棒を提示することにより視覚的に動物を
刺激した。刺激棒の基部に加速度センサーを設置
し,動物が棒に対して加えた力を検出した。そし
て,その電気信号をアナログ/デジタル変換器を
介してコンピュータに入力し,専用ソフトを用い
て接触逃避行動および対物攻撃行動のエネルギー
量を算出した。検出された値は誘導電流と時間の
積,すなわちV・msで示した。
予備実験の結果に基づき (口岩 他,2008),
接触刺激応答計沢1装置の刺激棒の上昇速度は85111m
/秒,刺激間隔は10秒,刺激回数は12回,上昇距
離は床面から10■lmとした。下肢レベルまたは下
腹部レベルの接触刺激によって接触逃避行動を,
下顎への接触刺激または顔面付近への刺激棒接近
による視覚刺激により対物攻撃行動を発現させ ,
両行動を力学的に計測し記録した。実験中の様子
はすべてビデオ録画し,刺激中の動物の刺激に対
する無関心,接触刺激における空振りの有無をチェッ
クし,12回の刺激中10回以上の有効刺激を得た計
演Jを有効な実験とみなした。TCDD周産期暴露産仔
は1週間に3回計演Jを行い,全産仔の計測値の平
均値をその週の行動量とした。対照群の動物につ
いては, 1週間に1回,接触刺激応答計演l装置を
用いて計測し,その平均値をその週の行動量とし
た。
以前に報告したとおり (口岩 他,2008),接
触刺激応答計測装置には動物の行動とは無関係な
計沢1値,たとえば刺激棒駆動時の振動など (ノイ
ズ)も検出される不備が存在する。そこで,予め
動物を実測する前に動物チャンバーが空の状態で
機械を駆動し,ノイズを計測した。この計沢1を3
回繰 り返し,その平均値をノイズ値とした。動物
の接触逃避行動および対物攻撃行動の実測値から
ノイズ値を差し引き,動物の行動量とした。
3)統計学的処理
接触刺激応答計測装置による各測定結果は平均
値と標準誤差 (S.E.M.)で表した。また,各週に
おけるTCDD周産期暴露群と対照群間の有意差検定
には,対応のないt検定を用いた。F検定におい
て不等分散と判定された場合には,Welch法によ
る判定を行つた (危険率5%)。
結果
生後2週前半までは,TCDD周産期暴露産仔群お
よび対照群の両者において, 日視下に目立った身
体的または行動学的変化は認められなかった。し
かし,生後2週末から3週において,TCDD暴露産
仔群の一部に実験者の手指による接触に対して過
敏な応答行動を発現する個体が出現した。ケージ
の清掃 (床替え)時にホームケージ内を激しく逃
げ回つたり,ジャンプしてケージから逃げ出す個
体が多数出現した。このような症状を示す個体は
対照群にはほとんど認められなかつた。
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図1.TCDD胎盤 。母乳経由摂取マウスにおける接触逃避行動強度の変化。A、 雄産仔における変化。B、 雌産
仔における変化。雄産仔では、生後8週に接触逃避行動強度が有意に増大 した。雌産仔ではTCDDの周産期暴
露の影響は雄産仔に比較 して小さかつたことを示す。雄産仔では、8週齢以降の各週において、対照群に比
較 して有意な差が認められた。雌産仔では、生後8週から10週に対照群 との間に有意差が認められた。数
値は接触刺激応答計浪1装置によつて計測されたTCDD周産期暴露群雌雄各5匹および対照群雌雄各5匹におけ
る接触逃避行動および対物攻撃行動の力学的強度 (Vms:平均±標準偏差)を示す。*ρ〈0,05、 **ρく0.01。
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図2.TCDD胎盤・母乳経由摂取マウスにおける対物攻撃行動強度の変化。A、 雄産仔における変化。B、 雌産
仔における変化。8週齢以降に雌雄 ともに対物攻撃行動の増強が認められたが、その変化は雄産仔において
顕著であつたことを示す。8週齢以降、TCDD周産期暴露群は対照群に比較 して有意な対物攻撃行動量の増カロ
が認められが、雌産仔では有意差は、8週齢 と12週齢に認められた。数値は接触刺激応答計測装置によって
計測されたTCDD周産期暴露群雌雄各5匹および対照群雌雄各5匹における接触逃避行動および対物攻撃行動
の力学的強度 (Vms:平均±標準偏差)を示す。*ρく0.05、 **ρ〈0.01。
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TCDD周産期暴露産仔群の異常行動は生後4週に
おいて目視下に減弱し,生後4週末においてその
異常行動はほぼ消失した。接触刺激応答計測装置
を用いた調査においても生後4週では接触逃避行
動および対物攻撃行動の両者において強い反応を
示したが, 5週では減弱した (未発表データ)。
非暴露産仔群では, 3～4週齢における異常行動
は目視下に観察されなかつた。
生後7週末から8週にかけて,TCDD暴露産仔群
に接触刺激に対して過敏に応答する異常行動が現
れた。通常の飼育ケージまたはオープンフィール
ド内に放たれたTCDD周産期暴露産仔の腹部または
下肢をプラスチック棒で軽く接触すると,動物は
棒の接触を極端に嫌悪し,激しい行動を発現した。
すなわち,棒の接近に対して素早くその場から逃
げ去る「逃避行動」,脇腹または後肢に接触した
刺激棒を後肢で激しく数回蹴つて払い除ける「蹴
り払い行動」が顕著に現れた。これらの行動は接
触逃避行動の一部であると診断された。また ,
TCDD周産期暴露産仔には,反復される接触刺激を
避け床敷 (飽屑)の中に潜って頭部を隠す 「潜隠
行動」が現れた。頭部を棒で軽く数回突く刺激に
対しては,棒にЛ歯みつく行動 (対物攻撃行動)を
発現した。一方,対照群では,これらの行動はまっ
たく発現しなかつた。すなわち,これらの行動は,
TCDD周産期暴露産仔群において特徴的な過敏な応
答行動であると考えられた。
接触刺激応答計沢1装置を用いたTCDD周産期暴露
産仔群における接触逃避行動の力学的計測では,
生後7週前半まで顕著な行動の増強を検出した個
体は雌雄ともにほとんど認められなかった。生後
7週末になると,雄産仔では,接触逃避行動が明
らかに増強した個体が複数出現し,生後8週に入
ると接触逃避行動が増強した個体はさらに増加し
た。またその後も接触逃避行動の強度が増強する
傾向が持続した。雄産仔における接触逃避行動は,
対照群に比較して有意な増大が, 8週から12週
において認められた (図lA)。雌産仔において
も一部に接触逃避行動の明らかな増強が認められ
る個体が出現したが,雄産仔に比較して接触逃避
行動の強度は弱い傾向が見られた。対照群に対す
る雌産仔の接触逃避行動の有意差は, 8週齢から
10週齢まで認められた (図lB)。
TCDD周産期暴露産仔群における対物攻撃行動も
ほぼ同様の変化が検出された。生後7週末に雄産
仔の一部の個体に対物攻撃行動の増強が認められ
た。生後8週以降,多くの雄産仔に対物攻撃行動
の増強が観察され,その増強傾向は生後12週ま
で持続した。ダイオキシン周産期暴露群の対物攻
撃行動は,対照群雄産仔に比較 して, 8週から
12週の間有意な増強が認められた (図2A)。
雌産仔では,対物攻撃行動がやや増強した固体も
出現したが,オスのような明瞭な変化は認められ
なかった。対照群に対する有意差は8週と12週
において認められた (図2B)。
以上のように,TCDD周産期暴露に起因する接触
逃避行動および対物攻撃行動の増強は,生後8週
に起こること,その増強はそれ以後も継続するこ
と,またその発現には性差が存在することが明ら
かになつた。
考察
我々はこれまでにダイオキシンを摂取した動物
においてさまざまな中枢毒性が発現することを報
告してきた (Kuchiiwa et al.,2002;Cheng et
al.,2002a,b,2003;口岩聡他,200,2001;口
岩俊子他,2000,2008)。本研究では,新たに,
胎盤・母乳経由でTCDDを摂取した雄産仔において,
おおむね生後8週から接触刺激または視覚刺激に
対して過敏に応答する行動異常が発現したことが
示された。すなわち,接触逃避行動および対物攻
撃行動の増強は生後8週に顕著に増強することが
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明らかとなつた。また雌産仔では,接触逃避行動
および対物攻撃行動の同時期の発現は雄産仔に比
較して軽度であることが明らかになった。
接触刺激応答計測装置は,前報告 (口岩 他 ,
2008)に記載したように,刺激棒に対して動物が
カロえた力を検出する装置であるが,刺激棒を駆動
する際に装置に発生する振動も検出する不備が存
在する。したがつて,装置によつて検出された力
学的数値のすべてが動物の接触逃避行動または対
物攻撃行動の強度を意味するものではないので,
装置自体から発生するノイズを除外する必要があ
る。本研究では27.9 Vmsのノイズを計沢1し,動物
の実沢1値から除外した。
本研究において,生後7週までは,TCDD暴露産
仔群の多くに目視下に明瞭な接触逃避行動または
対物攻撃行動は観察されず,対照群動物との差も
確認できなかった。図1と図2に示された生後 7
週までの接触逃避行動と対物攻撃行動の計測値も
TCDD周産期暴露群と対照群との間に有意差が存在
しなかつたので,周産期TCDD暴露による若年期行
動異常は生後8週において発症すると考えること
ができる。
雄マウスでは,血漿アンドログンレベルは,生
後30～50日の第二次性徴期初期においてその上昇
が始まり,その後さらに上昇すると報告されてい
る。系統差は存在するが,生後8週はアンドロゲ
ンレベルが最高値またはそれに準ずる値まで上昇
する時期に一致する (Selmanoff et al.,1977)。
したがって,TCDD周産期暴露による行動異常の発
現はアンドログンが最高値を示す時期にほぼ一致
すると判断できる。本研究では,両行動の発現に
は雌雄差が存在し,雄産仔において行動異常が顕
著に発現したことを示した。このことは,TCDDの
周産期暴露に起因する思春期行動異常は,性ホル
モンのレベル上昇と関係があることを示唆してい
る。
接触刺激応答計測装置は,動物に軽度の接触刺
激または視覚刺激を与えることにより,その刺激
に対する応答行動を計沢1する装置である。刺激は
動物の粗大触圧覚を刺激するのであり,動物に侵
害刺激を与えることはない。すなわち,本装置の
刺激条件は,正常な動物においては無視される些
細な刺激である。このような些細な刺激に対して,
イリタビリティirritabilityを有する動物または
攻撃性aggressivenessを有する動物は,過敏に接
触逃避行動または対物攻撃行動を発現する。本研
究の結果から,TCDDの周産期暴露は,思春期にお
いて接触逃避行動および対物攻撃行動を著しく増
強させることが明らかになつた。このことは,周
産期TCDD暴露は,思春期においてイリタビリティ
または攻撃性を発現させる要因となることを示し
ている。
本研究で用いた接触刺激は,粗大触圧覚伝導路
を介して大脳へ伝達される刺激である。接触刺激
は大脳に伝えられて感覚され,また,辺縁系に伝
えられ,刺激の快・不快が判断される。視覚刺激
も視覚伝導路を介して大脳皮質に伝えられ,また
辺縁系に伝えられ同様の判断が下される。大脳皮
質は,辺縁系の判断に従い,それらの刺激から逃
避すべきか否かの判断を行い,束J激が不快なもの
であると判断すれば逃避行動を発現する。イリタ
ビリティが克進した動物または攻撃性を有する動
物では,些細な刺激に対する不快感発現の閾値が
低いQまたは,些細な刺激に対する易怒性が高い。
不快感発現の中枢は辺縁系であるので,接触刺激
に対する接触逃避行動および対物攻撃行動は辺縁
系の活動を探る行動指標として有用である。本研
究の結果から,TCDDを胎盤・母乳経由で暴露され
た動物は,思春期に至って精神的に苛立ち,些細
な刺激に対して過敏に応答すると考えられる。そ
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ダイオキシン胎盤・母予L経由暴露に起因する接触逃避行動および対物攻撃行動の思春期発現時期と雌雄差 口岩俊子 他
れらの動物は,些細な刺激に対して怒り,攻撃行
動を発現する。しかも,その応答は雄産仔におい
て,より顕著に現れる。
我々の過去の研究では,TCDD胎盤・母乳経由暴
露に起因する探索行動異常は生後5週から6週で
あることが明らかになっている (森 他,第61
回 日本解音1学会九州支部学術集会,2005年;科
学研究費補助金報告書,研究課題番号15510062)。
このことは,探索行動異常と接触逃避行動および
対物攻撃行動の発現時期には時期的ずれが存在す
ることを示している。それらの行動異常が関係す
る脳部位または神経回路,または神経伝達物質が
異なる可能性が示唆される。
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Sex differences in onset of touch escape and aggressive biting beha宙ors with perinatal
exposure to 2,3,7,8‐tetrachlorodibenzo‐」
『
dioxin
KUCHIISXToshiko,KUCHⅡ磯XSatoshi,MORI Shiro
L υιθrθ and lactational exposure to 2,3,7,8‐tet achlorodibenzo‐クdioxin(TCDD)is known tO
induce a variety of abnormal behaviors in juvenile anillnals.However, the precise tilning of
pubertal onset of these symptoms remains unclear, as does the presence of sex differences in
manifestation of the symptoms. The present study evaluated touch response and aggressive
biting behaviors to exallnine the hypothesis that pubertal increases in the secretion of sex
hormones are related to the exhibition of abnormal behaviors induced by perinatal exposure to
TCI)D. Normal male and female ddY Inice were housed together for mating, and female Ⅱlice
、vere adllninistered 100 μ g/kg of TCDD or an equivalent volumё of ehicle( ive Oil)by gavage
on gestational days 7 and 14. Offspring were 、veaned on post atal day 28 and group‐housed.
Kicking and biting responses were measured three tillnes a week to evaluate touch escape and
aggressive biting behaviOrs during postnatal weeks 5‐12 using the Touch Response ⅣIet r
(TRⅣl).Ⅳlost lnice exhibited both kicking and biting behaviors intensely toward the stimulation
sticks on the TRⅣI.Among male offspring, intensities of both responses were significantly
increased at the end of postnatal week 7 or in postnatal week 8,with the increase continuing
until the end of postnatal week 12. In female offspring, sillnilar to male lnice, both behaViOrs
increased significantly, but the degree of change 、vas smaller than that in male offspring.
These findings indicate that Onsets of touch escape and aggressive biting behaviors Occur in
postnatal week 7 or 8, and suggest that onsets of these abnormal behaviors are concurrent
with the period of increased androgen secretion. Pubertal onset of the abnormal behaviors
induced by perinatal exposure to TCDI)may be related to increased secretion of sex hOrmones,
particularly in male lnice.
KeyWords :  dioxin, perinatal exposure, juvenile abnOrmal behavior, touch escape, aggressive
biting behavior
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